(19) 



J 



EuropSisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen de9 brevets 



(12) 



(45) Veroffentlichungstag und Bekanntmachung des 
Hinweises auf die Patenterteilung: 
12.03.1997 Patentblatt 1997/11 

(21) Anm e Idenummer: 91116745.0 

(22) Anmeldetag: 01.10.1991 



(n) EP 0 480 289 B1 

EUROPAISCHE PATENTSCHRIFT 

(51) Intel 6: C12Q 1/68 



(54) Verfahren zur genus- und spezies-spezifischen Detektion von Bakterien in einer 
Probenflussigkeit 

Method for genus and species-specific detection of bacteria in a testliquid 

Methode de detection specifique de genre et d'espece de bacteries dans un liquide a prober 



(84) Benannte Vertragsstaaten: 

AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 

(30) Prioritat: 09.10.1990 DE 4032024 
05.12.1990 DE 4038804 

(43) Veroffentlichungstag der Anmeldung: 
15.04.1992 Patentblatt 1992/16 

(73) Patentinhaber: BOEHRINGER MANNHEIM GMBH 
68298 Mannheim (DE) 

(72) Erfinder: 

• Ludwlg, Wolfgang, Dr. rer. nat. 
W-8179 Sachsenkamm (DE) 



• Schleifer, Karl-Helnz, Prof. Dr. 
W-8044 Unterschlelsshelm (DE) 

• Kessler, Christoph, Dr.rer.nat. 
W-8021 Dorfen (DE) 

• Ruger, Rudlger, Dr. med. 
W-8124 Seeshaupt (DE) 

• Stern, Anne, Dr. rer. nat. 
W-8122 Penberg (DE) 



(56) Entgegenhaltungen: 
EP-A- 0 307 270 
EP-A- 0 420 260 
GB-A- 2 202 328 



EP-A- 0 332 435 
WO-A-90/11374 



CO 

o> 

00 
CM 



00 

o 

Q_ 
UJ 



Anmerkung: Innerhalb von neun Monaten nach der Bekanntmachung des Hinweises auf die Erteilung des europaischen 
Patents kann jedermann beim Europaischen Patentamt gegen das erteilte europaische Patent Einspruch einlegen. 
Der Einspruch ist schriftlich einzureichen und zu begrunden. Er gilt erst als eingelegt, wenn die Einspruchsgebuhr 
entrichtet worden ist. (Art. 99(1 ) Europaisches PatentQbereinkommen). 



Printed by Jouve, 7S001 PARIS (FR) 



EP 0 480 289 B1 



Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur genus- und spezies-spezifischen Detektion von Bakterien in einer Proben- 
flussigkeit. 

5 Fur den Nachweis bestimmter Nukleinsauren wurden nach Entwicklung der Hybridisierungstechniken viele Me- 

thoden erarbeitet, mit deren Hilfe man das Vorhandensein Oder Fehlen bestimmter Nukleinsaureabschnitte bestimmen 
konnte. Hierzu gehort unter anderem auch die Diagnostik von menschlichen Erbkrankheiten sowie anderen Defekten 
auf Genom-Ebene, die nicht unbedingt zu einer sich tatsachlich auswirkenden Krankheit fuhren mussen. Jedoch war 
die Spezifitat des Nukleinsauren-Nachweises nach den anfangs entwickelten Methoden nicht sehr hoch und es erga- 

10 ben sich insbesondere beim Nachweis von Mutationen auf Nukleinsauren, die nur wenige Basen betreffen, Schwie- 
rigkeiten hinsichtlich der Nachweisgenauigkeit. Insbesondere fur die Unterscheidung von Nukleinsaure-Varianten in 
lediglich einer Oder zwei Basen waren die bekannten Hybridisierungsmethoden zu unspezifisch. Dies lag zum einen 
daran, daB bei der Hybridisierung aufgrund der Verwendung relativ kurzer Oligonukleotide keine sehr stringenten Be- 
dingungen angewandt werden konnten, weshalb meist das Fehlen der Hybridisierung einer Base (eines sogenannten 

is "Mismatches") nicht bemerkt werden konnte. Zum anderen lag es an den oft relativ geringen verfugbaren Mengen an 
gereinigter nachzuweisender bzw. zu unterscheidender Nukleinsaure. 

Irn Rahmen der Fortentwicklung der Nukleinsaure-Nachweismethoden wurde unter anderem die PCR-Reaktion 
entwickelt, mit Hilfe derer eine nachzuweisende Nukleinsaure amplifiziert werden kann. Jedoch entstehen bei der PCR- 
Reaktion oft auch Nebenprodukte, die den nachfolgenden Nachweis durch Hybridisierung storen. Es wurde daher 

20 bereits in der EP 0 332 435 ein Verfahren vorgeschlagen, bei dem zur Unterscheidung von Nukleinsauren, welches 
sich mindestens durch ein Nukleotid unterscheiden, ein diagnostischer Primer eingesetzt wird, der mit Hilfe einer Po- 
lymerase und den Nukleosidtriphosphaten elongiert wird,e ine Elongation hierbei jedoch nur dann stattfindet, wenn 
das 3'-endstandige Nukleotid des Primers komplementar zum entsprechenden Nukleotid der nachzuweisenden Nu- 
kleinsaure ist. Die Bestimmung des Vorhandenseins einer moglichen Punktmutationsvariante wird hierbei Ober die An- 

25 oder Abwesenheit eines Elongationsprodukts gefOhrt. Dies wird in dieser Anmeldung am Beispiel bestimmter Erb- 
krankheiten beim Menschen gezeigt. 

In der Patentanmeldung GB-A-2 202 328 wird ein Verfahren zum Nachweis viraler DNS beschrieben, bei dem 
nachweisbar modifizierte Primer zur Target-Nukleinsaure hybridisiert und nachfolgend elongiert werden. Eine Detek- 
tion der Target-Nukleinsaure erfolgt Ober den Nachweis des Einbaus modifizierter Primer in den elongierten Nuklein- 

30 sau rest rang. 

Nun bestehen jedoch auch bei dieser Verfahrensfuhrung Schwierigkeiten dahingehend, daB manche Polymerasen 
eine sogenannte "proof reading-Aktivitat" besitzen, die das Mismatch bei der Primerelongation korrigieren und damit 
einen spezifischen Nachweis unmoglich machen. Es bestand daher nach wie vor die Notwendigkeit, ein Verfharen zu 
entwickeln, mit dem Unterscheide von nur einer Base auf Nukleinsauren zuverlassig nachgewiesen werden konnen. 

35 Insbesondere fOr den Nachweis der An- Oder Abwesenheit bestimmter Bakteriengattungen sowie deren Unterschei- 
dung in einer ProbenflOssigkeit bestand ein bedarf an einem hochspezifischen Nachweisverfahren fur Nukleinsuaure- 
Varianten. Die Aufgabe der Erfindung war es daher, ein solches hochspezifisches Verfahren zur VerfOgung zu stellen. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Verfahren zur genus- und spezies-spezifischen Detektion von Bakterien 
in einer ProbenflOssigkeit, bei dem man bakterielle RNA mit einem Primer, der zu einer genusspezifischen Region von 

40 RNA bestimmter Bakterien komplementar ist, an seinem 3'-Ende jedoch nicht komplementar ist zur RNA von Bakterien 
anderer Gattung bzw. Spezies, hybridisiert, Elongation des Primers in Anwesenheit einer geeigneten Polymerase und 
den vier Desoxyribonukleotiden, gegebenenfalls mit gleichzeitiger oder anschlieBender Markierung des Elongations- 
produktes bewirkt, wobei ein bei Komplementaritat von Primer und Template RNA gebildetes Elongationsprodukt zu- 
satzlich nach Denatuherung mit einem speziesspezifischen Oligonukleotid hybridisiert und die Hybridisierung Ober die 

45 Markierung des Oligonukleotids nachgewiesen wird. 

Im Rahmen der Erfindung kann der Primer auch zu einer bei der RNA von Bakterien allgemein hochkonservierten 
Region komplementar sein, solange sich am 3'-Ende des Primers ein Mismatch bei der Basenpaarung mit der RNA 
der anderen Gattung bzw. Spezies ergibt. 

Der Begriff "bakterielle RNA" umfaBt im Rahmen der Erfindung auch ein Amplifikationsprodukt der direkt von dem 

50 Bakterium gebildeten RNA. Die Amplifikation der bakteriellen RNA kann mit Hilfe bekannter Methoden, wie z.B. Poly- 
merase chain reaction (USP 4,683, 1 95), Nucleic acid sequence based amplification (EP-A 0 329 822) oder fast enzyme 
linked intense chain replication effect (deutsche Patentanmeldung P 39 29 030.1 ) erfolgen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht es, durch zwei Selektionsschritte, die Gefahr von falschen Aussagen 
aufgrund von nur einer unterscheidenden Reaktion deutlich zu verringern und somit ein hochspezifisches Nachweis- 

55 verfahren bereitzustellen, mit dem zwischen sich auch nur in wenigen Basen unterscheidenden bakteriellen RNAs 
unterschieden werden kann, wodurch wiederum eine Aussage Ober das Vorhandensein einer bestimmten Bakterien- 
gattung oder -spezies ermoglicht wird. Gerade die 16S-rRNA, aber auch die 23S-rRNA von Bakterien-Spezies unter- 
scheiden sich namlich oft nur in wenigen Nukleotiden. Solche Unterschiede stellen oft die einzige Moglichkeit dar, 
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zwischen "schadlichen" und "harmlosen" Bakterien zu unterschelden. Prinzipiell kann erfindungsgemaB auch eine 
Unterscheidung von einzelnen Bakterienfamilien erfolgen. 

In einer besonders bevorzugten AusfOhrungsform der Erfindung wird hierbei in praktisch einem Schritt nach Un- 
tersuchung auf Anwesenhelt von Vertretern einer Gattung von Bakterien gleich die Bestimmung der tatsachlichen 

5 Spezies ermoglicht. Hierzu verwendet man einen Primer, der zur RNA einer bestimmten Gattung von Bakterien kom- 
plementar ist, der jedoch an seinem 3'-Ende sich in mindestens einer, vorzugsweise zwei Oder drei Basen von der 
RNA von Bakterien anderer Gattungen unterscheidet. Bei Anwesenheit von Bakterien der gesuchten Gattung in der 
Probenflussigkeit entsteht ein Elongationsprodukt nach Primerelongation und dieses Elongationsprodukt wird dann 
mit einem Oligonukleotid hybridisiert, das einem anderen Bereich der Bakterien-RNA entspricht, wobei hier die Hybri- 

10 disierungsvoraussetzungen nur fur eine bestimmte Spezies dieser Bakterien-Gattung gegeben sind. 

Im erfindungsgemaBen Verfahren ist es moglich, bei der Hybridisierung der RNA mit dem Primer sehr lange Primer 
zu verwenden, was es wiederum ermoglicht, sehr stringente Bedingungen bei dieser Hybridisierung anzuwenden. 
Hierdurch wird bereits der Primerelongationsschritt ein sehr spezifisches Resultat liefern, was durch den zusatzlichen 
Hybridisierungsschritt noch deutlich verbessert wird. Es ist erfindungsgemaB weiter moglich, jeweils Kontrollversuche 

15 mitlaufen zu lassen, bei denen Primer bzw. Oligonukleotide eingesetzt werden, die zu Bereichen auf der RNA kom- 
plementar bzw. identisch sind, welche fur eine Vielzahl von Bakteriengattungen und -spezies gleich sind. Es existieren 
hier fur Kontrollversuche sogar Primer bzw. Oligonukleotide, die fur atle Eubakterien spezifisch sind. Durch solche 
Kontrollversuche kann das Vorhandensein und die Zuganglichkeit der Target-RNA gezeigt werden und somit "falsch- 
negative' Resultate verhindert werden. Weiter konnen Blindversuche ohne Target-RNA durchgefuhrt werden. Hier- 

20 durch wird vermieden, daB Artefakte bei sowohl der Primerelongation als auch bei der Hybridisierung mit der tatsach- 
lichen spezifischen Reaktion verwechselt werden. Gleichzeitig kann die Menge an Bakterien bestimmter Gattungen 
bzw. Spezies im Vergleich zur Gesamtbakterienmenge abgeschatzt werden. 

Als RNA von bakteriellem Ursprung kann erfindungsgemaB jegliche RNA eingesetzt werden, fur die Unterschiede 
bei verschiedenen Gattungen bzw. Spezies gezeigt werden konnen. Vorzugsweise wird rRNA, mRNA Oder t-RNA 

25 benutzt, indem hierzu komplementare Primer und Oligonukleotide fur das erfindungsgemaBe Verfahren ausgewahlt 
werden. Bakterielle RNA wird fur das erfindungsgemaBe Verfahren nach an sich bekannten Methoden prapariert. 

Dertatsachliche Nachweis der Hybridisierung des gebildeten Elongationsprodukts erfolgt Ober die Markierung des 
Oligonukleotids, wobei hier jegliche Markierungsarten fur Nukleinsauren anwendbar sind. Auch das Elongationspro- 
dukt kann erfindungsgemaB bereits bei der Erzeugung, jedoch auch anschlieBend Oder Ober den Primer markiert 

30 werden, urn auch hier die Beobachtung der Reaktion zu ermdglichen. Vorzugsweise erfolgt die Markierung des Elon- 
gationsprodukts, indem ein bereits markierter Primer eingesetzt wird. 

ErfindungsgemaB ist es besonders bevorzugt, daB die Markierung des Primers und des Oligonukleotids unter- 
schiedlich sind und daher beide Verfahrensschritte separat kontrolliert und uberwacht werden konnen. 

Die Elongationsprodukte werden zur Hybridisierung auf an sich bekannte Weise prapariert, vorzugsweise indem 

35 eine Abtrennung von nicht-elongiertem Primer und nicht-umgesetzten Nukleinsaurebausteinen erfolgt. Es ist hierbei 
jegliche Methode geeignet, die zu einer GroBenaufspaltung von Nukleinsaurestucken fuhrt Vorzugsweise wird dies 
mit Hilfe von Gelelektrophorese oder aufsteigender Dunnschichtchromatographie bewirkt. Auch Auftrennung Ober 
HPLC erscheint geeignet. 

Die Hybridisierung mit dem Oligonukleotid erfolgt dann ebenfalls in an sich bekannter Weise, wie z.B. nach South- 
40 em Transfer der DNA auf ein Nitrocellulosepapier oder andere bekannte Methoden. Aufgrund sowohl der Lokalisation 
des Signals nach Hybridisierung mit dem Oligonukleotid, als auch durch die Signalstarke konnen dann die notigen 
Ruckschlusse gezogen werden. 

Es ist jedoch im Rahmen der Erfindung auch moglich und ebenfalls bevorzugt, eine Doppelmarkierung von Elon- 
gationsprodukt und Oligonukleotid in einer solchen Weise durchzufuhren, daB ein gebildetes Elongationsprodukt Ober 
45 seine Markierung an eine feste Phase gebunden wird und dann der Nachweis Ober ein Oligonukleotid in markierter 
Form gefuhrt wird, das zum nichtverlangerten Primer nicht komplementar ist und dadurch auch kein falsches Signal 
geben kann. FOr solche Markierungen sind z.B. Bindungspaare wie Biotin/Streptavidin Oder Hapten/ Anti-Hapten-Anit- 
korper, wie Digoxigenin/Anti-Digoxigenin-Antikorper, geeignet, bei denen ein Bindungspartner an die feste Phase ge- 
koppelt wird (z.B. Streptavidin) und der zweite Partner an den Primer oder einen der Nukleinsaurebausteine gebunden 
50 wird. 

Urn eben die Spezifitat des erfindungsgemaBen Verfahrens zu erhohen, findet die Hybridisierung mit dem Oligo- 
nukleotid an eine Sequenz statt, die von der Primer-Sequenz verschieden ist. Diese Sequenz kann in einer Entfernung 
von der Primersequenz liegen, wie ublicherweise Primerelongationsverfahren entsprechende Nukleinsaurekettenlan- 
gen liefern. Vorzugsweise findet die Hybridisierung mit einer Sequenz statt, die 20 bis 400 Basen in 5-Richtung be- 
55 nachbart zur zum Primer komplementaren Sequenz auf der RNA liegt. 

Im Rahmen des erfindungsgemaBen Verfahrens wird vorzugsweise ein Primer eingesetzt, der 1 5 bis 50 Nukleotide 
lang ist, wobei jedoch die Lange des Primers primar von den Hybridisierungsbedingungen und damit der Stringenz 
des Verfahrens abhangt, was wiederum von der Temperatursensitivitat der verwendeten Polymerase, namlich vor- 
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zugsweise AMV- oder MMuLV-Reverse Transkriptase, abhangig ist. Die Hybridisierungstemperatur darf nicht hoher 
sein als die Temperaturtoleranz der Polymerase zulaGt, sollte jedoch hoch genug sein, urn eine hohe Stringenz zu 
ermoglichen. Je langer der Primer ist, urn so hoher ist die Schmelztemperatur des Hybridproduktes aus Primer und 
nachzuweisender RNA-Sequenz. 
s Das zur Hybridisierung mit dem Elongationsprodukt verwendete Oligonukleotid ist im Rahmen der Erfindung be- 

vorzugt 12 bis 20 Nukleotide lang, wodurch auf der einen Seite eine hohe Spezifitat erreicht wird, auf der anderen 
Seite jedoch die Anforderungen an die Oligonukleotidsynthese relativ gering gehalten werden. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren ermoglicht es, in hochspezifischer Weise in einer Probenflussigkeit die Anwe- 
senheitbestimmter Bakterien nachzuweisen. Es wird hierbei insbesondere ermoglicht, bei Anwesenheit einer bestimm- 
10 ten Bakteriengattung gleich auch die tatsachliche Subspezies zu bestimmen. Gleichzeitig wird den hohen Spezifitats- 
anforderungen der klinischen Diagnostik genugt. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung weiter erlautern. 

Beispiel 1 

15 

Differenzierung von Lactococcus lactis subspecius lactis und L. lactis subspec. cremoris 

Zellen der jeweiligen Bakteriensubspezies (1 bis 3 g) wurden in 3 ml 1 x SSC (150 mmol/l NaCI, 15 mmol/l Trina- 
triumcitrat, pH 7,0 bei 0°C) suspendiert. Nach ZellaufschluB mit Glasper(50 g; <t> 0,17 mm) im Zellhomogenisator fur 4 

20 x 30 Sekunden wurde eine Phenolextraktion durchgefuhrt, bei der 3 x mit je 3 ml 1 x SSC und 6 ml Phenol (1 x SSC 
gesattigt) ausgeschuttelt wurde. Darauf folgte eine viermalige Extraktion mit dem doppelten Vblumen an Diethylether. 
SchlieBlich wurde eine Fallung der Nukleinsauren durch Zugabe von 0, 1 vol. 5 mol/l Kaliumacetat, 2,5 Vol. abs. Ethanol 
bei -20°C durchgefuhrt und nach Zentrifugation (20 Minuten, 10.000 g) der Niederschlag im vakuum getrocknet. Vor- 
handene DNA wurde durch Suspendieren in 10 ml 3 mol/l Natriumacetat, pH 6,0 bei 0°C im Ultra-Turrax (10 Sekunden) 

25 resuspendiert und nach Zentrifugation und Wiederholung dieser Prozedur uber 3 bis 4 x als Pellet vornehmlich die 
rRNA erhalten. 

2 ^ig der so hergestellten rRNA und 10 pmol Primer der folgenden Sequenz (SEQ ID NO 1) 

30 5' C GGTTAAGAAC GCTCTCCTAC CATTT 3' 

wurden in 5 ml Puffer (0,1 mol/l KCI; 0,05 mol/l Tris-HCI, pH 8,3) 4 Minuten bei 90°C denaturiert und das Gemisch 
danach 10 Minuten bei 70°C inkubiert. Hiervon wurde 1 u,l mit 4 uJ Puffer (0,05 mol/l Tris/HCI, pH 8,3; 0,12 mol/l NaCI, 
0,07 mol/l MgCI 2 ; je 0,06 mmol/l dGTP, dCTP, dTTP; 0,06 mmol/l [ 32 P] a-dATP (ungefahr 1 nCi; 5 Einheiten AMV oder 

35 MMuLV-Reverse Transkriptase (Boehringer Mannheim)) 20 Minuten bei 45°C inkubiert. Die Auftrennung der Reakti- 
onsprodukte (2 u.!) erfolgte mittels aufsteigender Dunnschichtchromatographie (DEAE-Cellulose, Polygram cell 300, 
Schleicher und Schull) bei 80°C uber 45 Minuten mit dem Laufmittel 0,4 mol/l Ammoniumformiat in 9 mol/l Harnstoff. 
Nach Autoradiographie konnten die gebildeten Elongationsprodukte gezeigt werden. 

Als Kontrolle des Nachweissystems wurde in analoger Weise eine Kontrollreaktion als Positivstandard mit Hilfe 

40 eines synthetischen Oligonukleotids, das komplementar zu rRNA-Molekulen von praktisch alien Bakterien ist, mit der 
Sequenz (SEQ ID NO 



45 5' AGAACGCTCCCCTACC 3' 

durchgefuhrt. Die Bedingungen waren wie bereits fOr den spezifischen Primer ausgefuhrt. 

Eine Probe der Elongationsprodukte, welche mit Hilfe des spezifischen Primers erhalten wurden, wurde in 200 u.l 0,4 
N NaOH denaturiert (20 Minuten, 25°C) und dann an eine Membran (Zetaprobe, Biorad) gebunden (dot blot, Minifold, 
so Schleicher und Schull). Die Detektorsonde mit der Sequenz (SEQ ID NO 3) 

5' TGCGTAATAGCTCACT 3' r 

55 deren komplementare Sequenz auf der RNA ca. 65 Basen 5' der zum spezifischen Primer komplementaren Sequenz 
liegt (5 pmol) wurde in 20 u,l Puffer (0,027 mol/l Tris/HCI, pH 8; 0,011 mol/l DTT; 0,9 mmol/l Spermin; 0,011 mol/l MgCI 2 ; 
0,25 mmol/l [y- 32 P] ATP, ca. 30 uCi) markiert durch 30-minutige Inkubation bei 37°C. Durch Anwendung des Systems 
Gene Clean™ oder Mer Maid (Bio 101 Inc., La Jolla, USA) wurden nicht umgesetzte Nukleotide abgetrennt und die 



4 



EP0 480 289 B1 



markierte Detektorsonde gereinigt. Die wieoben vorbereitete Membran, an die das Elongationsprodukt gebunden ist, 
wurde in 0,5 x SSC, 0,5 % SDS eine Stunde bei 50°C gewaschen und dann in 6 x SSC, 5 x Denhardt, 0,5 % Sarkosyl, 
0,1 % SDS 2 Stunden ebenfalls bei 50°C vorinkubiert. Die Hybridisierung erfolgte mit 3 pmol der Detektorsonde in 6 
x SSC, 5 x Denhardt, 0,5 % Sarcosyl, 0,1 % SDS uber 4 Stunden bei 38°C, worauf mit 2 x SSC, 0,1 % SDS (2x5 
s Minuten 25° C, 1 x 5 Minuten 37°C) gewaschen wurde. Nach Autoradiographie wurde eine densitometrische Analyse 
des Autoradiogramms durchgefuhrt, deren Ergebnis zeigt, daG nach Aufbringen der Elongationsprodukte im Dot blot 
vergleichbare Signale bei den gebildeten Elongationsprodukten und der Kontrollreaktion erhalten wurden, bei \ferwen- 
dung der Detektorsonde jedoch nur bei Anwesenheit von L. lactis subspec. lactis. 

10 Beispiel 2 

Differenzierung von Lactococcus lactis und Streptococcus oralis, Nachweis von cDNA mit L. lactis-spezifischer Detek- 
torsonde 

f5 Als Primer wurde das 17 Basen lange Oligonukleotid mit der Sequenz (SEQ ID NO 4) 

5' TTCGCTCGCCGCTACTT 3' 

20 eingesetzt, das zu RNA von L. lactis komplementar ist, sich von Streptococcus oralis-RN A jedoch in der letzten Base 
an seinem 3'-Ende unterscheidet. Die RNA-Praparation sowie die Hybridisierung und Primerelongation erfolgten wie 
in Beispiel 1 . Als spezifisches, nur an L lactis-RNA hybridisierendes Oligonukleotid wurde die Sequenz (SEQ ID NO 5) 

2s 5' CTAGCAGTTATTCATGAGTG 3' 

eingesetzt, die erhebliche Unterschiede zur RNA-Sequenz von S. oralis aufweist. Die Hybridisierung des auf Membran 
ubertragenen Elongationsprodukts erfolgte ebenfalls wle in Beispiel 1 beschrieben, jedoch bei einer Temperatur von 
48°C. Der Nachweis erfolgte wie in Beispiel 1 durch Autoradiographie und densitometrische Auswertung. 

30 

Beispiel 3 

Differenzierung von Lactococcus-Gattungen von anderen Enterokokken oder grampositiven Bakterien und Subspezi- 
es-spezifische Unterscheidung von Lactococcus lactis Subspezies lactis und Lactococcus lactis Subspezies cremoris 

35 

Als Primer wurde die Sequenz (SEQ ID NO 6) 

5' CTCACTTCTTAACGCTCCAG 3 ' 

40 

verwendet. Diese Sequenz ist gattungsspezifisch fur Lactokokken und ermoglicht die Unterscheidung dieser Gattung 
von Enterokokken und anderen grampositiven Bakterien. Die RNA-Praparation sowie die Hybridisierung und Primer- 
Elongation erfolgte wie in Beispiel 1 . Alsspezifisch fur die Subspezies Lactococcus lactis Subspezies lactis spezifisches 
Oligonukleotid wurde die Sequenz (SEQ ID NO 7) 

45 

5' AGCGTTGGATTCAATTTAAT 3' 

verwendet. Die Hybridisierung des auf Membran ubertragenen Elongationsproduktes erfolgte wiederum bei 38°C und 
so auch im Obrigen wie in Beispiel 1 beschrieben. Nach Autoradiographie und densitometrischer Auswertung ergab sich 
hier eindeutig eine Hybridisierung nur bei Anwesenheit von Lactococcus lactis Subspezies lactis, nicht jedoch bei 
Anwesenheit von lediglich Elongationsprodukten von Lactococcus lactis Subspezies cremoris. 
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Sequenzprotokoll 
SEQ ID NO 1 
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Sequenzlange: 


26 Basen 


Art der Sequenz: 


Nukleotidsequenz (DNA) 


Strangform: 


Einzelstrang 


Topologie: 


Linear 



SEQ ID NO 2 



5 " -CGGTTAAGAA CGCTCTCCTA CCATTT-3 ' 



Sequenzlange: 


16 Basen 


Art der Sequenz: 


Nukleotidsequenz (DNA) 


Strangform: 


Einzelstrang 


Topologie: 


Linear 



SEQ ID NO 3 



5 1 -AGAACGCTCC CCTACC-3 • 



Sequenzlange: 


16 Basen 


Art der Sequenz: 


Nukleotidsequenz (DNA) 


Strangform: 


Einzelstrang 


Topologie: 


Linear 



SEQ ID NO 4 



SEQ ID NO 5 



5 ■ -TGCGTAATAG CTCACT-3 1 



Sequenzlange: 


1 7 Basen 


Art der Sequnez: 


Nukleotidsequenz (DNA) 


Strangform: 


Einzelstrang 


Topologie: 


Linear 



5 ' -TTCGCTCGCC GCTACTT-3 1 



Sequenzlange: 
Art der Sequenz: 



20 Basen 

Nukleotidsequenz (DNA) 
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(fortgesetzt) 



Strangform: 


Einzelstrang i 


Topologie: 


Linear 



5 

5 • -CTAGCAGTTA TTCATG AGTG - 3 1 

10 SEQ ID NO 6 



Sequenzlange: 


20 Basen 


Art der Sequenz: 


Nukleotidsequenz (DNA) 


Strangform: 


Einzelstrang 


Topologie: 


Linear 



5 ' -CTCACTTCTT AACGCTCCAG-3 1 

20 

SEQ ID NO 7 



Sequenzlange: 


20 Basen 


Art der Sequenz: 


Nukleotidsequenz (DNA) 


Strangform: 


Einzelstrang 


Topologie: 


Linear 



30 

5 • -AGCGTTGGAT TCAATTTAAT-3 1 



Patentanspruche 

1. Verfahren zur genus- und spezies-spezifischen Detektion von Bakterien in einer Probenflussigkeit, mit den Schrit- 
ten 

bakterielleRNAwirdmiteinem Primer, der zu einer genus-spezifischen Region von RNAbestimmter Bakterien 
oder einer hochkonservierten Region der RNA von Bakterien allgemein komplementar ist, an seinem 3-Ende 
jedoch nicht komplementar ist zur RNA von Bakterien anderer Gattung hybridisiert, 

Elongation des Primers in Anwesenheit einer geeigneten Polymerase und den vier Desoxyribonukleotiden, 
gegebenenfalls mit gleichzeitiger oder anschlieftender Markierung des Elongationsproduktes, 

ein gebildetes Elongationsprodukt wird nach Denaturierung mit einem spezies-spezifischen Oligonukleotid 
hybridisiert, 

die Hybridisierung wird uber die Markierung des Oligonukleotids nachgewiesen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft man Primer und Oligonukleotide verwendet, die zu 
einer genus- bzw. spezies-spezifischen Region von rRNA, mRNA oder tRNA komplementar bzw. identisch sind. 

3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft man unterschiedliche Markierungen 
fur Primer und Oligonukleotid verwendet. 
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4. Verlahren nach einem der vorangehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB man als Polymerase AMV- 
oder MMuLV-Reverse Transkriptase verwendet. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB man die gebildeten Elon- 
s gationsprodukte vor der Hybridisierung mit dem Oligonukleotid mit Hilt e von Gelelektrophorese oder aufsteigender 

Dunnschichtchromatographie groBenabhangig auftrennt 

6. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man als Markierung fur das Elonga- 
tionsprodukt den einen Partner eines spezifischen Bindepaares verwendet, dessen anderer Partner an eine teste 

10 Phase gebunden ist und die Hybridisierung mit dem Oligonukleotid an dieser festen Phase erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB die Hybridisierung mit dem 
Oligonukleotid an einer Sequenz stattfindet, die 20 bis 400 Basen in 5'-Richtung benachbart zur zum Primer kom- 
plementaren Sequenz liegt. 

15 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB das Oligonukleotid 12 bis 
20 Nukleotide lang ist. 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, dadurch gekennzeichnet, daB der Primer 15 bis 50 Nu- 
20 kleotide lang ist. 



Claims 



25 1 . Method for the genus-specific and species-specific detection of bacteria in a sample liquid comprising the steps 

bacterial RNA is hybridized with a primer which is complementary to a genus-specific region of the RNA of 
particular bacteria or to a highly conserved region of the RNA of bacteria in general, but which is not comple- 
mentary at its 3' end to the RNA of bacteria of another genus, 

30 

the primer is elongated in the presence of a suitable polymerase and the four deoxyribonucleotides, if desired, 
with a concurrent or subsequent labelling of the elongation product, 

an elongation product formed is hybridized with a species specific oligonucleotide after denaturation, 

35 

the hybridization is detected by means of the oligonucleotide label. 

2. Method as claimed in claim 1 , wherein primers and oligonucleotides are used which are complementary or identical 
to a genus-specific or species-specific region of rRNA, mRNA or t-RNA. 

40 

3. Method as claimed in one of the claims 1 or 2, wherein different labels are used for the primer and the oligonucle- 
otide. 

4. Method as claimed in one of the previous claims, wherein AMV- or MMuLV-reverse transcriptase is used as the 
45 polymerase. 

5. Method as claimed in one of the previous claims, wherein the elongation products formed are separated according 
to their size using gel electrophoresis or ascending thin layer chromatography before hybridization with the oligo- 
nucleotide. 

so 

6. Method as claimed in one of the claims 1 to 4, wherein one partner of a specific binding pair is used as the label 
for the elongation product and its other partner is bound to a solid phase and the hybridization with the oligonu- 
cleotide is carried out on this solid phase. 

55 7. Method as claimed in one of the previous claims, wherein the hybridization with the oligonucleotide takes place 
on a sequence neighbouring the sequence which is complementary to the primer and is at a distance of 20 to 400 
bases in the 5' direction. 
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8. Method as claimed in one of the previous claims, wherein the oligonucleotide is 12 to 20 nucleotides long. 

9. Method as claimed in one of the previous claims, wherein the primer is 15 to 50 nucleotides long. 



Revendicatlons 

1. Proc6d6 de detection, specif ique du genre et de Pespece, de bacteries dans un 6chantillon liquide, comprenant 
les etapes consistant 

a hybrider de TARN bacterien avec une amorce essentiellement complementaire d'une region specifique du 
genre de I'ARN de bacteries determiners ou d'une region bien conserv6e de TARN de bacteries, Pamorce 
n'etant toutefois pas complementaire, a son extremite 3', de TARN de bacteries d'un autre genre, 

a allonger I'amorce en presence d'une polymerase appropriee et de quatre desoxy ribonucleotides, eventuel- 
lement avec marquage simultane ou subsequent du produit de Pallongement, 

a hybrider un produit d'allongement forme, apres denaturation, avec un oligonucleotide specifique de Pespece, 
a detecter Phybridation par I' intermediate du marqueur de l'oligonucl6otide. 

2. Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce que Pon utilise une amorce et un oligonucleotide qui sont 
compiementaires de, ou identiques a une region, specifique du genre ou de Pespece, d'ARNr, d'ARNm ou d'ARNt. 

3. Procede selon Pune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce que Pon utilise des marqueurs differents pour 
Pamorce et pour ('oligonucleotide. 

4. Proc6d6 selon Pune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que Pon utilise, en tant que 
polymerase, la transcriptase inverse AMV ou MMuLV. 

5. Procede selon Pune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce qu'avant Phybridation avec 
Poligonucieotide, on s6pare les produits d'allongement form6s, en fonction de leur taille, au moyen d'une eiectro- 
phorese sur gel ou d'une chromatographie en couche mince ascendante. 

6. Precede selon Pune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que, comme marqueur du produit 
d'allongement, on utilise Pun des partenaires d'un couple de liaison specifique dont Pautre partenaire est Ii6 a une 
phase solide et Phybridation avec Poligonucieotide s'effectue surcette phase solide. 

7. Precede selon Pune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que Phybridation avec un oli- 
gonucleotide se produit au niveau d'une sequence qui est situ6e a une distance de 20 a 400 bases, en direction 
5', de la sequence complementaire de I'amorce. 

8. Precede selon Pune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que la longueur de Poligonu- 
cieotide est de 1 2 a 20 nucleotides. ^ 

9. Procede selon Pune quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que la longueur de I'amorce 
est de 15 a 50 nucleotides. 
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